Fas ligand and Anti-human DR5 monoclonal antibody induce tumor cell lines apoptosis by 宋玉国 et al.
FasL、抗人 DR5单克隆抗体诱导肿瘤细胞凋亡的研究①
宋玉国③　李文珠②③ 　李 　迎 　陈彩霞② 　庄国洪② 　 (北华大学 ,吉林 132013)
　　中国图书分类号 　R39211　　文献标识码 　A　　文章编号 　10002484X( 2007) 0120038204
[摘 　要 ]　目的 :探讨 FasL、Anti2DR5 mAb对肿瘤细胞 Hela、BGC823、MCF27、L342、H9101、D6的杀伤作用及机制。方
法 :采用 RT2PCR、MTT比色法、电泳、DNA倍体分析、W estern blot等方法。结果 : H9101、Hela细胞株 DR5 mRNA水平有表达 ,
D6细胞无表达 ; H9101、L342细胞株 Fas mRNA水平有表达 , D6细胞无表达。H9101、L342细胞株对 FasL、Anti2DR5 mAb敏感
并呈剂量依赖性 ;MCF27、BGC823细胞株对 FasL敏感 ,对 Anti2DR5 mAb相对敏感。Hela对 FasL相对敏感 ,对 Anti2DR5 mAb
敏感 ; D6对两种凋亡诱导剂耐受。结论 : FasL、Anti2DR5 mAb能不同程度地诱导肿瘤细胞凋亡 , 其机制与 Fas、DR5、Caspase2
8、Bcl22的表达有关。
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[ Abstract] 　O bjective: To study the cytotoxic effects on tumor cell lines Hela, BGC823,MCF27, L342, H9101, D6 induced by
Fas ligand and anti2human DR5 monoclonal antibodies (Anti2DR5 mAb) and the underlying mechanism. M ethods: Fas/DR5 mRNA
were detected by RT2PCR. Cytotoxicity exerted by FasL /Anti2DR5 mAb on tumor cell lines was measured byMTT colorimetry and the
induced apop tosis was determ ined by agarose gel electrophoresis. Results: The exp ression of DR5 on BGC823 and Hela cells were high2
er and DR5 didn’t exp ress in D6. The exp ression of Fas on H9101 and L342 were higher and Fas didn’t exp ress in D6. Cell line
H9101 and L342 were sensitive to Anti2DR5 mAb and FasL in a dose dependent manner; Cell line MCF27 and BGC823 were sensitive
to FasL but were partially sensitive to Anti2DR5 mAb; Cell line Hela was partially sensitive to FasL but was sensitive to Anti2DR5
mAb; Cell line D6 was insensitive to two apop tosis inductions. Conclusion:Apop tosis induced by Fas ligand and Anti2DR5 mAb vary
among tumor cell lines. The underlying mechanism may be relevant to Fas/DR5 mRNA exp ression, the release of Caspase28 and Bcl22.




三组 , 分别为 TNF /TNFR1、Fas ( CD95 ) /FasL 和
TRA IL ( TNF related apop tosis inducing ligand )




系列的分子事件 ,使细胞发生凋亡 [ 2 ]。
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用。人们已经构建了许多 TRA IL重组体 ,并作了大
量功能实验。现有的研究证实 , TRA IL对于大多数
来自骨髓、前列腺、乳腺、肺、肾、脑和皮肤的恶性肿
瘤有抑制细胞生长和细胞毒效应 ,但 TRA IL的肝毒
性严重限制了其临床应用 ,因此寻找高效低毒的死
亡受体激活剂成为研究目标。 Ichikawa等 [ 3 ]制备了




该实验利用 FasL、抗 DR5 单克隆抗体 (Anti2




111　材料 　实验所用 FasL蛋白、Anti2DR5 mAb由
本实验室制备。所用肿瘤细胞株 Hela (宫颈癌 )、
BGC823 (胃癌 )、MCF27 (乳腺癌 )、L342 (肺腺癌 )、
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D6 (肺腺癌 )、H9101 (肝癌 ) 由本中心保存。抗
Caspase28、Bcl22 单克隆抗体为 Sigma 公司产品 ,
HRP2羊抗兔 IgG购自 Promega公司。
112　方法
11211　RT2PCR分析 Fas、DR5 mRNA 的表达 　参
照文献 [ 4 ]。
11212　MTT法检测 FasL、Anti2DR5 mAb对 Hela、
BGC823、MCF27、L342、H9101、D6细胞增殖的抑制
作用 　计数细胞 , 5 ×105 /孔接种培养板 ,按 5010、
2510、1215、6125、31125及 11562 5μg/m l加入 FasL
及 Anti2DR5 mAb,培养 4 小时。加入 20 μl MTT
(715 g /L)继续培养 4小时 ,加 100μl异丙醇 ,于波
长 570 nm测定吸光度 (A )值 ,并计算抑制率 ( % )。
实验重复 3次 ,取其平均值。





胞 ,调细胞浓度为 1 ×106 m l- 1 ,然后参照文献 [ 4 ]进
行琼脂糖凝胶电泳。




抗 ,反应 1小时 ,洗涤液洗涤 3次 ;加入 HRP标记的
二抗 ,反应 1小时 ,洗涤。④显色 : DAB显色。




过 RT2PCR检测 Fas、DR5 mRNA在 6株肿瘤细胞的
表达情况。结果提示 Fas、DR5 mRNA 在不同肿瘤
细胞的表达情况不同 ,其中 Fas mRNA 在 L342、
H9101中有表达 , D6中无表达 ; DR5 mRNA在 Hela、
H9101中有表达 , D6中无表达。Fas表达在 240 bp,




经 MTT法分析发现 ,肿瘤细胞株 Hela、BGC823、
MCF27、L342、H9101、D6对 FasL /Anti2DR5 mAb敏
感性不同 ,组间差异显著。H9101、L342 对 Anti2
DR5 mAb敏感 ,表现为细胞死亡率与浓度升高成比
例 ; MCF27对 FasL 敏感 ,对 Anti2DR5 mAb相对敏
感。BGC823对 FasL敏感 ,对 Anti2DR5 mAb相对敏
感 ,表现为细胞死亡率与浓度升高不成比例。Hela
对 FasL相对敏感 ,对 Anti2DR5 mAb敏感 ,表现为细
胞死亡率与浓度升高成比例。肿瘤细胞株 D6对
FasL、Anti2DR5 mAb耐受 ,见表 1。
21212　FasL、Anti2DR5 mAb浓度为 50μg/m l时 ,细
胞死亡率分别为 71178% ±3101%和 54195% ±
1151% ; 11562 5μg /m l FasL、Anti2DR5 mAb对细胞
杀伤率分别为 0199% ±0151%和 9141% ±3101%
比较 ,差异显著 ( P < 0101 )。同剂量的 FasL、Anti2
DR5 mAb分别应用时组间差异明显 ( P < 0101) ,只
有在 FasL、Anti2DR5 mAb浓度为 25μg/m l时 ,组间
无差异 ( P > 0105,图 2A)。
同剂量的 FasL、Anti2DR5 mAb 单独应用于
MCF27、BGC823、Hela在高剂量时三组组间差异明
显 ( P < 0101) ,而 31125、6125μg/m l FasL /Anti2DR5
mAb组间差异不明显 ( P < 0105 ) ; FasL、Anti2DR5
mAb单独应用时各组间均有差异 ( P < 0101,图 2B、
D、F)。
图 1　RT2PCR检测 Fa s、D R5 m RNA的表达
F ig11　m RNA expression of Fa s, D R5 wa s m ea sured by
RT2PCR
Note: Fas located in 240 bp; DR5 located in 502 bp. 11BGC823; 21L342;
31Hela; 41H9101; 51MCF27; 61D6;M1DNA marker.
表 1　M TT法分析 Fa sL、An ti2D R5 mAb( 50μg /m l) 对细
胞生长的影响
Tab11　M TT ana lysis of apoptotic cell D NA m ultiplica tion
after 50μg /m l Fa sL /an ti2D R5 mAb
Cell lines
Cell death ( % )
FasL Anti2DR5 mAb
H9101 71178 ±3101 54195 ±1151
MCF27 60121 ±1143 21132 ±3145
L342 62101 ±3105 48178 ±0191
BGC823 59192 ±1149 26107 ±2195
Hela 25149 ±0190 48190 ±3115
D6 8122 ±0189 5188 ±0151
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图 2　Fa sL /An ti2D R5 mAb对 H9101、M CF27、Hela、BGC823、L342、D6的细胞毒效应
F ig12　Cytotox ic effects of Fa sL and an ti2D R5 mAb on H9101, M CF27, Hela, BGC823, L342, D6
Note: A1H9101; B1MCF27; C1L342; D1BGC823; E1D6; F1Hela concentration from 11562 5250μg/m l.
图 3　Fa sL /An ti2D R5 mAb作用 M CF27细胞后显微镜观察
细胞形态改变
F ig13　M CF27 cell wa s observed under optica l m icroscope
Note: A1Normal cell; B1MCF27 cell was cultured with 50 μg/m l FasL /
Anti2DR5 mAb for 4 h.
图 5　W estern blot检测细胞内 Ca spa se28、Bcl22的表达
F ig15　Ca spa se28, Bcl22 expression wa s ana lyzed by W est2
ern blot
Note: 11D6; 21Hela; 31BGC823; 41L342; 51MCF27; 61H9101;
Upper1Caspase28; Lower1Bcl22.
图 4　凝胶电泳检测 Fa sL /An ti2D R5 mAb作用 4小时后细
胞的 D NA片段
F ig14　Cells were cultured w ith 50μg /m l Fa sL /An ti2D R5
mAb for 4 h, the D NA fragm en ta tion wa s ana lyzed
by agarose gel electrophoresis
Note: 11L342 + Anti2DR5 mAb; 21L342 + FasL; 31H9101 + Anti2DR5
mAb; 41H9101 + FasL; 51BGC823 + Anti2DR5 mAb; 61BGC823 +
FasL.
FasL、Anti2DR5 mAb单独应用于 L342组间差
异显著 ( P < 0105) , 6125μg /m l FasL /Anti2DR5 mAb
组间无差异 ( P > 0105,图 2C)。
FasL、Anti2DR5 mAb单独应用于 D6组间无差
异 ( P > 0105,图 2E)。
213　抗体杀伤肿瘤细胞的可能机制
21311　FasL、Anti2DR5 mAb诱导肿瘤细胞凋亡的
形态学改变 　高剂量 FasL、Anti2DR5 mAb 作用
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性的“梯状 ”带。高剂量 Anti2DR5 mAb、FasL 处理
H9101组 ,细胞 DNA 可见明显的梯状带 ;高剂量
FasL处理 L342、BGC823组可见梯状带 ,而高剂量
Anti2DR5 mAb处理 BGC823、L342 组无明显梯状
带 ,见图 4。
214　影响细胞凋亡的可能因素 　通过 W estern blot
检测肿瘤细胞内 Caspase28、Bcl22的表达 ,结果 6株
肿瘤细胞在 Caspase28的 55 kD区域可见明显的表
达条带 ,其中 L342、H9101条带明显 , D6、BGC823、




瘤细胞凋亡 , H9101、L342对 FasL、Anti2DR5 mAb敏
感 ;MCF27、BGC823对 FasL敏感 ,对 Anti2DR5 mAb
相对敏感 ; Hela对 FasL相对敏感 ,对 Anti2DR5 mAb
敏感 ;肿瘤细胞株 D6对 FasL、Anti2DR5 mAb耐受。
通过 RT2PCR检测 Fas/DR5 mRNA水平的表达 ,发现
6株肿瘤细胞中只有 D6没有 Fas、DR5的表达 , FasL、
Anti2DR5 mAb诱导细胞凋亡的能力与细胞表面 Fas、
DR5的表达有相关性 ,也说明了 Fas、DR5的表达差
异是 FasL、TRA IL选择性诱导凋亡的关键点 [ 5 ]。
对于细胞株 H9101、L342,同剂量的 Anti2DR5







狄冬梅等 [ 6 ]将 FasL基因通过腺病毒载体转染
高表达 Fas、低水平表达 FasL 的肺腺癌细胞 A549
中 ,证实了 FasL基因对 A549肺腺癌细胞的生长抑
制率可达 84% ,并且能显著地抑制其集落形成能
力。Shiraishi等 [ 7 ]报道 Tunicamycin通过上调 DR5
的表达提高 TRA IL诱导人前列腺癌细胞 PC23凋亡
能力 ,这种增强作用可以被 DR5 /Fc嵌合蛋白所阻
断。Horinaka等 [ 8 ]通过实验首次揭示了 Luteolin通
过 DR5上调机制诱导人恶性肿瘤细胞凋亡 ,人重组
DR5 /Fc抑制其凋亡作用 ,用 siRNA干扰抑制 DR5
的表达能有效地减少 Luteolin的凋亡作用。
实验通过 W estern blot检测肿瘤细胞 Caspase28
的表达时发现 ,正常状态下 L342、H9101 细胞中
Caspase28表达量较高 ,而 MCF27、Hela、D6、BGC823
的表达量较低 , 6株细胞的敏感性也是这种趋势 ,这
说明 Caspase28 的表达与细胞对 Anti2DR5 mAb /
FasL敏感性相关。
通过 W estern blot技术检测发现 6 个细胞系
Bcl22的表达情况不同 ,肿瘤细胞 MCF27、BGC823有
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